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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betriffl synthetische katalytische Oligonukleotidstrukturen, d.e zur Spal ung e,ner Nu- 
kle^ure-Zieteequenz geeignet sind und modrfizierte Nukleotido enthatten. Die Erflndung betnlft we.terhjn e.ri Ver- 

° ll9 Na U (!n EnXC^der von RNA vermrttelten Katalyse wurden verschiedene Versuche der Inaktivierung von spe- 
zifischen RNA-Molekulen in vitro und in vivo unternommen. Von besonderem Interesse hat s.ch d.e Entdeckung er- 
wiesen. daB Hammerkopf-Ribozyme zur Entwicklung eines Vielzweckenzyms dienen ^" n «";^ e u ^^^^" 9 

to und Spaltung einer gegebenen spezifischen RNA zumindestens in vrtro .n der Lage .st (Haseloff und Geriach (19&9» 
vSe SerSante iinsatzmoglichkeiten fur derartige Ribozyme beruhen auf ihrer Fahigkeit, e,ne s P ezrf.sche RNA 
innerhalb eines gegebenen Gemisches effizient zu erkennen und zu spalten. 

Hampel et a! beschreiben in der EP-A-0 360 257 einen synthetischen RNA-Katalyeator zum SchneKJerv von RNA- 
Molekulen, der aus einem Substratbindeanteil und einem "Hairpin'-Anteil besteht, sowie em tur diesen RNA-Kataly- 

is sator kodierendes DNA-Molekul und ein dieses DNA-Molekul enthaltenden Vektor. 

DrEinsatzmoglichkeiten .Or RNA-Enzyme reichen von der Entwicklung von RNA-Restriktonsenzymen , b» zu 
spezifischenlnaktiviemngvonGenen in der Zelle. E^ 

daB viele Krankheiten einschlieBlich vieler Tumortormen in Korretetion zur Ex P ress.on spezrfischer Gene stehen D.e 
Inakfrvierung solcher Gene durch Spaltung der zugehorigen mRNA wurde einen mogl.chen Weg zur Kontrolle und 

wirksamen Arzneimitteln, wobei die RNA-Enzyme moglicherweise e.n solches Mittel se.n konnten da d.e vtrale Ex 
p^es^on selekliv durch Spaltung der viralen RNA-Molekule blockiert werden kann. ^^^ r '^°.^^"^^ l i r ^^^^^ 
von Ribozymen in der Zelle durch Transfektion der Zelle mil dem entsprechenden Gen hat sk* als n cht sehr w rksam 
zur inaktivierung der spezifischen RNA eine sehr hohe ^^1^ Z^^ ^ 
25 auch die direkte Verabreichung von RNA-Molekulen aufgrund der Sens.t.v,tat von RNA gegenuber Abbau durch RN A- 
sen und ihren Wechselwirkungen mit Proteinen unmoglich. e.o«H«» 
Es bestand daher ein sehr groBes BedOrtnis, RNA-Enzyme zu entwickeln. be. denen d,e Nachteile des Standes 
der Technikmindestensteilweisebeseitigt sind. D ma uw.hu. «in«n 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird dadurch gelost, daB man anstelle e.nes RNA-Molekul ,e nen 
30 neuen Nukielnsaure^p verwendet der auf arWiziellen Nukleotide mit einem a'-Alkoxy-Substrtuenten beruht. Solche 
MdekOle sind erheblTch stabiler ate nath/e RNA-Molekule, da sie weder durch RNAsen noch durch DNAsen gespa ten 
IrdenundauchwenigerWechselvvirkungenmitRNA-c^ 

Natl Acad Sci USA 87 (1990). 7747-7751). Derartige Molekule versprechen eine grossere W.rksamkert .n der ze lu- 
ttnm Umgebung als entsprechende native RNA-Molekule. Diese modrfizierten Nukleinsauren s.nd ,edoch norma ler- 
ss wetee nSt als Katalysatoren wirksam, es wurde jedoch Oberraschenderweise festgestellt. daB ,hre Aktrvtet erhalten 
bTb?Znr™einLehrgeringeAr*ahl^ 

!££ TobeZhenderwerse auch ihre charakter«.ischen Eigenschaften, insbesondere die StaNrtat und d.e ^ 

40 zurH^rLferungane^ 

tur mit der allgemeinen Strukturfonmel (II) hat: 
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worin 



N jeweils ein Nukleotid gemaB der allgemeinen Strukturfornnei (I) darstellt. i,^i amftn tar« 
x undy gleich oder verschieden sein konnen und 1 undy *2 ist, N 5 und N 6 zue.nander jewe.ls komplementare 
Nukleotide sind und * eine Basenpaarung darstellt, i^^™****™ 
NT und N" entweder zwei Nukleotidsequenzen darstellen, die mindestens te.lweise zue.nander komptemen are 
Nukleotide entharten. so da3 ekie stabile Basenpaarung zwischen den beiden Nukleotidsequenzen ermogHcht 
wird, 



10 oder 



N' und N" zusammen eine einzige Nukleotidsequenz darstellen. wobei mindestens ein Te.l der Sequenz durch 

Basenpaarung zwischen komplementaren Nukleotiden einen doppelstrangigen Stamm b.lden ^ 

und worTgegebenentalls ein oder mehrere zusatzliche Nukleotide N nach N 7 oder/und N 9 .nsert.ert werden kon- 

!nd worin die Oligonukleotidstruktur Nukleotide mil der allgemeinen Strukturtormel (I) enthaft: 
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worm 

B eine Nukleosidbase darstellt, die insbesondere aus der Gruppe bestehend aus Adenin-9-yl (A); Cytosin-1 -yl (C), 
La^ <U>. Uracil-5-yl <y). Hypoxanthin-9-y. (I), Thymin-1-yl (T) und 2-Aminoaden,n-9-yl aus- 

gewahlt ist, 

Vbeiiedem Nukleotid unabhangig eine 0- oder eine CH 2 -Gruppoist, _ . . n - 

X und W jeweils in einem Nukleotid gleich oder verschieden sein konnen und unabhangig vonemander 0-, S-, 
NH,- Alkyl- oder Alkoxygruppen mit 1 bis 10. vorzugsweise mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen sind 
R Wasserstoft oder eine geradkettige oder verzweigte, gegebenenfalls mit Halogen, Cyano-, Isocyano-, N.tro- 
SJtTS^hSJU oder/L Mercaplorgruppen substituierte Alkyl-, A.kenyl- oder Alk^ylgruppe mrt 1 

mindestens einem der Nukleotide N 2 , N 3 , N 6 , N 6 , N 7 , N 9 , N 10 , N 12 , N 13 und N 14 .n Formel (II) der Rest R .n Formel 

(I) von Wasserstoft verschieden ist. 

B tann eine beliebige Purin- oder Pyr^ 
sind eSa Adenin-9-y., Guanin-9-yl, Hypoxanthin-9-yl und 2-Aminoadenin-9-yl. Beispie.e fur Pynmid.nnuk.eos.dbasen 
sind etwa Cvtosin-1 -yl, Uracil-1-yl, Uracil-5-yl und Thymin-1-yl. 

V fetbei jedem Nukleotk. unabhangig eine 0- oder eine CH 2 -Gruppe. vorzugswe,se eine OjQnjpj. X«dW 
konnen in einem Nukleotid gleich oder verschieden sein und unabhangig vonemander 0-, S-, NH,-, Alkyl- ode m 
oZruppen mit 1 bis 10. vorzugsweise mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen bedeuten. Besonders bevorzugt smd X und W 
Sis O Gruppen (wobei in diesem Fall ein O-Atom Ober eine Doppe.bindung an ein Phosphor gebunden ware und 
das andere Ober eine Einfachbindung gebunden ware und eine negative Ladung aufweisen wurde). 
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R ist Wasserstofl Oder eine geradkettige Oder verzweigte, gegebenentalls mrt Halogen (Fluor Chlor Brom Jod) 
r™<l ^™* m° Amini. Carboxyl-, Hydroxyl- oder/und Mercaptogruppen substituierte Alkyl-, Alkenyl- Oder 
^ T' ^ir^M ^1*0 Koh^nstoffatomen Die von Wasserstoff verschiedenen Reste R enthalten vorzugswe.se 
?K^sZm™XZ^T^™#e Reste R sind Methyl-, Ethyl-, Propyl-, A..yl-, Dimethy.al.yl-, Butyl- 
cde CvanoS^ bevo^ugt ist R ein Alkenylres. mit 1 bfe 4 Kohlenstoffatomen. z.B. ein Arrest. 

S^SIJlSri-^ Oli^nukleotidstruktur ist dadurch gekennzechnet, daB be, m.des to. e, 
1 M.*i«*toH«r R«t R in Forme. (11 von Wasserstoff verschieden ist. Dabei ist es bevorzugt, wenn die Oligo- 
SeStf^ Nuk.eot.den enthaft. in denen R Wasserstoff bedeutet Dera-tige 

^SSSS^^ hohe Resistenz gegenuber Nukleasen au. und zeigen geringere Wechselwkungen ml 
SSSS£Z^M..a AndererseitsV. nicht bei alien Nukleotiden der Res, R von ^erstoff verschie- 
Sen seTcL a^sonsten das Oligonukleotid keine kata^ische Aktivitat mehr aufweist. Insbesondere mnerhalb dee 
t^^JSS^m deferfindungsgemaBen Oligonuk.eotkfe exis.ieren einzehe Nuk.eot.de. ,n denen der 

^itJSTSS^ RNA besKzt eine sogenannte Hammerkopf-Struktur (Hotchins et a.., No- 

clete AdrrsH 

^J^SSSSL Sequenzbereiche der RNA Oder aber auch durch Bereiche gebiidet werden, d.e durch 
^^Z^ZT^T^ ist daher eine Hammerkop.O.igonukieotidstruktur mit der a.igemeinen 
20 Strukturformel (II): 
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N jeweils ein Nukleotid gemaB der allgemeinen Struktur-formel (I) darstellt, 
40 x undygleich Oder verschieden sein konnen und x2 1 undy 2 2 ist, ^„, all , 
L und Nr zueinander jeweils komplementare Nukleotide sind und * eine Basenpaarung darstelft 
Efura NT ertweder zwei Nukleotidsequenzen darstellen, die mindestens teilwe.se zueinander komplemen are 
daB eine staSi.e Basenpaarung zwischen den bekten Nukleotkteequenzen ermogl.ht 

?£d"5? zusammen eine einzige Nukleottfsequenz darste.len, wobei rrmdestens ein Tail ^Sequenz durch 

Ttehe dadurch gekennzetehnet ist, daB bei mindestens einem der Nukleotide N 2 N 3 , N 5 . N 6 , N 7 . N 9 . N 10 , N 12 , 
so N 13 und N 14 in Formel (.1) der Rest R in Formel (I) von Wasserstoff verschieden ist. 

Dar Bereich N bis N,. enthalt das katalytische Zentrum der Oligonukleotidstruktur (.1). Die mft (Nfc, und I (N) y be- 
zeichnC"^ 

^inerToezifischen Nukleinsaure-Zielsequenz verantwortiich sind. Die Lange dieser Bererche ist so. daB x 21 und 
* Tz ^SKSL" s^d x und y s 20, groBere Werte f Or x oder/und y ^ M ^ z ^ h ^^' 
ersch^en aber 5 e lynthese des Oiigonukteotids. Die Oligonukleotidstruktur I. kann e.n entweder ^ m ™^ an ; 

rfer aus zwei veLhiedenen Mo.ekulen bestehen, d*. N' ^^^^Z 
eine einzige Nukleotidsequenz Oder zwei verschiedene Nukleofdsequenzen dar. Fur die erf.ndungsgemaBe Struktur 
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ist wesentlich, daB die Nukleotidsequenzen N' und N" mindestens teilwoise zueinander komplementare Bereiche ent- 
halten die eine stabile Basenpaarung zwischen beiden Nukleotidsequenzen ermoglichen. Unter dem Begriff einer 
stabile'n Basenpaarung ist dabei zu verstehen, daB die Oligonukleotidstruktur unter physiologischen Bedmgungen be. 
Raumtemperatur und vorzugsweise bei Temperaturen bis zu 40»C als doppelstrangiger Strang vorhegt. 

s Die erfindungsgemaBe Oligonukleotidstruktur zeichnet sich aus, daB bei mindestens einem, vorzugsweise bei 

mehreren der Nukleotide N 2 . N 3 , N 6 N 6 , N 7 , N 9 , N 10 , N 12 , N 13 und N 14 der Rest R in Formal (I) von Wasserstoff 
verschieden ist. Bevorzugt ist, wenn die Nukleosidbase bei N, Adenin-1 -yl oder 2-Aminoadenin-9-yl und bei den Nu- 
kleotiden N 4 . N 8 und N 1t jeweilsGuanin-1-yl (oder Hypoxanthin-9-yl) ist. ,^ a ii„„ 
Ein besonders bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Oligonukleotidstruktur mit der allge- 

10 meinen Strukturformel (III): 
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N, x und y wie in Anspruch 3 definiert sind, . 
M eine chemische Bindung darstellt oder eine Nukleotidsequenz (N) a bedeutet. wobei a ^ 1 ist, m und n gieich 
oder verschieden sind und gegebenenfalls ein oder mehrere zusatzliche Nukleotide nach Hj oder/und N 9 insertiert 
35 werden konnen. 

Die Reste R in Formel (III) bei den Nukleotiden N v N 4 , N 8 , N 10 . N„ und N 12 sind vorzugsweise Wasserstoff. Die 
Rests R in Formel (III) bei alien Nukleotiden auBer N„ N 4 , N 8 . N 10 . N„ und N 12 sind vorzugsweise von Wasserstofl 

verschieden 

40 Ein bevorzugtes konkretes Beispiel fOr ein erfindungsgemaBes Oligonukleotid mit einer Hammerkopfstruktur als 
katalytisches Zentrum besftzt eine Struktur gemaB Formel (II) oder (III) und ist dadurch gekennzeichnet daB die Reste 
V. W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daB bei den Nukleotiden N, bis N 14 in Formel (I) oder (III) die Reste B 
und R die folgenden Bedeutungen besitzen: 
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A und R = 
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N 6 : 
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G und R = 


AHyl, 
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A und R = 
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H, 




N 9 : 


B = 


U und R = 


Ally), 
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G und R = 


H, 
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U und R = 
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N 14 : 
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U und R = 


AllyL 
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ZenSst Tdurch gekennzefchnel. daB die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen «nd I md 

d^erbilng zwischen N„ und N 12 eine Phosphorthioatgruppe (X = 0 und W .8) «. und daB be. den Nuk.eot.den 

N bis in Formel (I) oder (III) die Reste B und R die obigen Bedeutungen besitzen. 

1 Ei "wetoe ^eisp ielhaftes Oligonukleolid is. dadurch gekennzeichnet. da6 die Reste V . W und C « Form (.) 
oJffTtM und *B bei den Nukleotiden N, bis N 14 in Formel (I) oder (III) d,e Reste B ^ BM 
besitzeS und da* .Or N v N 4 , N 8> N 10 . N n und N 12 R = H. tOr N 9 R = & 
und N 14 R = Allyl ist. Ein weiteres Oligonukleotid unterscheidet sich von der letztgenannten Struktur nur dadurch, oa» 

und Or V N fi und N 14 R = Allyl. wobei die Reste B die oben angegebenen konkreten Bedeutungen besrtzea 

rere der Reste R = Butyl sind, um die Autnahme der katalytischen Strukturen durch die Zelle zu verbessern. E.n 
onCes Be spte . hierfOr is, ein Oligonukleotid. bei dem fur N,. N 4 . N 8 , N 10 . N„ und N 12 R = H. fur N und N R = 
KonweiBb » v » _ gegebenenfalls fur einen, mehrere oder alle der Reste 

Z ul zuTzich n Stabilising der erfindungsgemaBen Oligonukteotidstrukturer . konnen , sk* .an M3- 
Ende bz^n ihren freien 3^Enden S^Deoxyr^ 

se wird das erfindungsgemaOe Oligonukleotid vor einem 3'-Exonukleaseabbau geschutzt. 

Se erSndung gemaBen OligoLleotide konnen werterhin zur Stabilisierung ihrer ™^* nK ™XT*2 
kleotWe enthatten deren Nukleosidbasen durch ein Quervemetzungsmittel modifiziert s.nd. E.n Be.sp.el fur e.n derar- 
Saes Que^Sungsminel ist Psoralen oder ein Psoralenderivat. Auf diese Weise konnen doppelstrang.ge O .gonu- 

Quervemetzungsmittel modifiziert sind. ist detailliert in der DE-A 39 28 900 otlenbart. 

Ferner kann die erfindungsgemafte Oligonukleotidstruktur mit einer prosteth.schen Gruppe verknupft se.n. um d.e 
AufnXmeS 

sptle ZLartge prostethische Gruppen sind Polyaminosauron (z.B. Polylysin), L.pde, Hormone oder Pepbd* D.e 

Olioonukleotidstruktur, wobei diese Verknupfung entweder direkt oder uber e.nen Unker erfolgen ^■■ Be ^T" r 
sind^am terminal 5--Phosphat vorliegende Diester mi. Amino- oder Phosphatfunkt»n oder m,t Merkap- 

,0a ' SSE der erfindungsgemaBen Oligonukleotkistrukturen ertolg. auf an sich bekannte Weise aus Wonomer- 
einheiten. Derartige Monomereinheiten besitzen ublicherweise die allgeme.ne Formel (V) 



so 



SB 



D — , 




(V) 

40 E OR 



wonn 



22 Seiten 44-49 und in Froehler und Matteucci. Tetrahedron Let. (1986). S. 469-472 beschneben^rt 
rSTMonTuWeotiden der Forme. (V) tessen sich auf bekannte Weise. insbesondere an e,er fes.en Phase 
die erfindungsgemaBen OligonukleotkJstrukturen herstellen. 

Ein werterer Geaenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vertahren zur Spaltung einer Nukleinsaure-Zielse- 

que n 

se Nukle n aure-Zielsequenz kann dabei entweder ein Teil der synthetischen katalyt.schen O^J^MstouMur 
selbs? seln S es kann sich bei dieser Nuk.einsaure-Zielsequenz um ein von der synthet-schen ka.alyt.schen Ol.go- 
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ausgebitdet: 

5' (K) ff Y-U-Z (K) b 3' f IV ' 

# * * * 

3' (N) X N 0 N, N 1f (N) y 5' 

to N 2 N i 3 

N 3 >2 

| I ^ 9 

N' N" 

5' 3' 

ro 
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wobei 



die Symboie N, N\ N", x, y und * wie in Anspruch 3 definiert sind, 
und K, Y, U und Z Nukleotide der Nukleinsaure-Zielsequenz darstellen, 

SSLr.es Ribonuk.eot*. ausgewahK aus der Gruppe. bestehend aus Adenosin, Cytidin Oder Uftft. 



ist, 

K und Y betiebige Nukleotide sind, 
30 a £ 1 und b £ 3 ist 



Oligonukleotids (II) bei (H\ existiert. 
Die Erfindung betrifft auch ein Vertahren zur Herstelluns , ernes A^rn^ls J^Swi-ndrt. Ein Beispiel 
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rungsprozedur verwendet werden. Die Erfindung soli weiterhin durch die lolgenden Beispie.e und die Sequenzproto- 
kolle SEQ ID N0.1 und SEQ ID N0.2 verdeutlicht werden. 
Es zeigen: 

SEQ ID NO. 1 : die Nukleotidsequenz einer Substrat-RNA und 

SEQ ID N0.2: die Nukleotidsequenz einer katalytisch aktiven Ribozym-RNA 



Beispiel 1 

Oligonukleotidsynthese, Deblockierung und Reinigung 

Die Synthase von a'-O-Methylribonuklaosid-J-O-phosphoramidit-Bausteinan erfolgta nach s Vf &x ? ^<?°* 
Acids Res 18 (1990) 41 -49). 2'<)-Ali y lribonukleosid-3--0- P hosphoramidit-B a usteine wurdan nach Sproat et al. (Nu- 

Verwendung eines modrtizierten DNA-Synthesezyklus auf einen Applied Biosystems Synthet,s,erapparat 
^ZIZL Tatrazo. wurde *I Nitropheny.)-1 H-Tetrazo, als Aktivator fur den ^SS^t^m 
det. wobei die Reaktionsdauer fur die Kondensation auf 12 Minuten erhoht wurde (vgl. Nucle.c Ac.ds Res. 18 (1990), 

4M ^SS£!J und Reinigung wurde durchgefOhrt, indem ein Trager, an dem ein vollig blockier.es Oligonu- 
J£££^£*« m« eiL Losung von 25 %igem waBrigem Amrnonfck in 

GefaB Sir 10 Stunden bei 60'C behandelt wurde. Die abgekOhlte Losung wurde dann n e,nem sten en GefaB .m 
SSm bi zur Trockene eingedampft. Das Oligonuk.eo.id-Rohprodukt, wetehes nooh JgJJ 
Z»rtrithvl-SchutzQruppe und einige 2'-0-Fpmp-Schutzgruppen enthalt, wurde dann durch Reverse Phase HPLC auf 
ST^Xl SauTe ^unta? Venvendung eines AcetonKrilgradienten in waBrigem 01 moU! Tnethytarnmon.u- 
7 b als Butionsmittel gereinigt Der Produktpeak wurde gesammelt und das Losungsmrttel .m \fekuum 
Tntf em Da, 1 m 10 %igem Glycerin in Vfesser resuspendiert und die Losung wurde 1 0 Minuten 

eSrt wurde Das Leen^olumen der Saule (etwa 9 ml) wurde verworfen und eine Z™ *<*«™™ d * » ^J™"' 
wefche das teilweise blockiarte Oligonukleotid enthielt. Dann wurde sterile waBnge ^^a^il^C 
nTnahan wndurch ain dH im Bereich von 2 bis 2,5 erhalten wurde. Die Losung wurde 20 Stunden lang bei 20 bis 25 I, 
5SS ^ZKi und Fpmp-Schutzgruppen zu entfernea AnschlieBand ^ * 
Minuten bei 2000 Upm zentrif ugiert. Der Oberstand wurde durch Zugabe von 2 mol/l Tns Acetat (75 ul. pH 7,9) neu 
uZ Z Da Tn Sstandig entblockierte Oligonukleotid wurde aus der waBrigen Losung unter MBrwendung von 
ST iSLtom m'l-Butano. gewonnen. wie bei Cathaja und Brunei (Nucleus Res. 8 (W 201 
beschrieben. Das Oligonukleotidpellel wurde getrocknat und in 100 ul Tr.s-Puffer (10 mmol/l, pH 7,5, 1 mmol/l EDTA) 
geldst. 



Beispiet 2 

Herstellung und Markierung von Substrat-RNA 

Chemisch synthetisierte Substratoligonukleotide wurden entweder mitr*P-ATP und Kinase oder ml RNA-Ligase 
und von den Herstellern der jeweiligen Enzyme vorgeschlagenen 

AlternaSv dazu wurde RN A auch durch Transkription mit $P6-RNA-Polymerase nach L.neans.erung der ,ewei gen 
M«Seten Restriktionsenzymen synthet.iert Die RNA-Molekule wurden durch Embau von a-^P-UTP 
in das Transkript markiert. Die Bedingungen der Transkription waren wie folgt: 



40 mmol/l Tris, pH 7,5 
6 mmol/i MgCI 2 
2 mmol/l Spermidin 
10 mmol/l Dithiotreitol 

500 mmol/l Nukleosidtriphosphate (A, C, G) 

100 umol/l UTP 

lOuCia-^P-UTP 

10 U/uJ SP6-Polymerase 
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20 U/|al RNAse-lnhibitor (menschliche Plazenta) 



Nach zweistOndiger Inkubation bei 37 ft C wurde die als Matrize verwendete DN A mit RNAse-f reier DN Ase verdaut. 
RNA wurde durch Geleleklrophorese auf 6 %igen Polyacrylamidgelen (1:30 Acrylamid:Bisacrylamid) in Gegenwart 
von 7 mol/l Harnstoff aufgetrennt. RNA-Banden wurden durch Diffusion eluiert und RNA wurde durch Ethanolprazipi- 
tation gewonnen Die Aktivitatsbestimmung wurde in einer 1 0 uJ Reaktionsmischung ausgef Ghrt, welche Substrat RNA 
(10 nM bis 1 U.M), Tris 50 mM pH 7,5, MgCI 2 20 mM, 0,01 bis 10 pMol Ribozym enthalt. Diese Mischung wurde bei 
50°C 60 Minuten inkubiert. Die Spaltprodukte wurden auf 7 % Polyacrylamidgel in Gegenwart von 7 M Harnstoff auf- 
getrennt. 



Beispiel 3 



Bestimmung der Aktivitat unterschiedlicher, modifizierter, katalytischer Oligonukleottde. 
Als Zielsequenz wurde ein 17 Nukleotide langes, chemisch synthetisiertes Oligoribonukleotid, basierend auf dem 
is EDB Exon menschlicher Fibronektin-mRNA, verwendet. Die Sequenz (SEQ ID NO.1) war wie folgt: 

5 ' - r [ UACACAGUCAC AGGGCU ] 



Das zur Spaltung dieser Sequenz verwendete Ribozym besaG die im folgenden dargestellte Nukleotidsequenz 
(SEQ ID NO.2): 

25 5 ' - r [ GCCCUG UCUGAUGAG UCCGUGAGGACGAMCUGUGU ] 

Diese Sequenz ist als E0 bezeichnet. Die unterstrichenen Bereiche bezeichnen die Nukleotide N^ bis N 6 bzw. N 6 
bis N 0 gemaB Formel (III). Weiterhin wurden die folgenden Analoga von E0 (mit einer identischen Basenzusammen- 
30 setzung) synthetisiert: 

E1: R = H fur N v N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 ; R = Allyl fur alle anderen N. 

E2: R = H fur N n , N 4 , N 8 , N 10 und N„ ; R = Allyl fur alle anderen N. 

E3: R = H fOr N 1( N 4 , N 8 , N 10 , N 1t und N 12 ; die Verbindung zwischen N„ und N 12 ist eine Phosphorthioatgruppe 
(dh. X = O und W = S gemafl Formel (I)); R = Allyl fOr alle anderen N. 

E4: R = H fur N„ N 4 , N B . N 10 , N„ und N 12 ; R = 3,3-Dimethylallyl fur N 9 und R = Allyl fur alle anderen N. 

E5: R = H fur N,. N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 ; R = 3,3-Dimethylallyl fur N 3 und R = Allyl fOr alle anderen N. 

E6: R = H fur N v N 4 , N 8 . N 10> N 1t und N 12 ; R = Butyl fur N 5 und N $ sowie fur die anderen 6 N (UCC und GGA), 
die einen basengepaarten Bereich bilden. Fur alle anderen N ist R = Allyl. 

E7: R = H fur N, , N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 ; R = Cyanomethyl fur N 2 , N 3 , N 7 , N 9 und N 13 ; R = Allyl fur alle restlichen 
N. 

Der Test zur Bestimmung der Spaltaktivitat wurde in einem Reaktionsvolumen von 1 0 uJ durchgef uhrt, das Substrat 
so RNA (10 nmolfl bis 1 jimoW), Tris 50 mmol/l pH 7,5, MgCi 2 20 mmol/l und 0,01 bis 10 pmol Ribozym enthielt. Das 

Reaktionsgemisch wurde 60 Minuten lang bei 50'C inkubiert. Die Spaltprodukte wurden durch Polyacrylamid-Gelelek- 

trophorese in Gegenwart von 7 mol/l Harnstoff aufgetrennt. 

Die Reaktbnskinetik wurde durch Messung der Menge an 32p-radioaktiv markiertem Substrat bei einer SpaUungs- 

dauer von 1 5 10 und 15 Minuten bei 50*C bestimmt. Die Substratkonzentrationen waren wie folgt: 25, 50, 100, 250 
55 nmol/l- die Ribozymkonzentration war zwischen 4 nmol/l und 20 nmol/l. Die Proben wurden vorgewarmt und die Re- 

aktion wurde durch Zugabe von Ribozym gestartet. Nach der vorbestimmten Reaktionsdauer wurde die Reaktion durch 

Zugabe 2 Volumina 20 mmol/l EDTA gestoppt. Die Produkte wurden durch Polyacrylamid-Harnstoff-Gelelektrophorese 

aufgetrennt und mit dem Molecular Dynamics Phosphor Imager quantitativ analysiert. 
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, n derfolgendenTabelle1sinddiere^ 
Oligonukleotide EO, E1 , E2, E3, E4, E5, E6 und E7 angegeben. 



Tabelle 1 



Katalytische Struktur 


Relative Aktivitat 


RNase A Sensitifitat 


EO 


1 


1 


E1 


0,2 


0.01 


E2 


<0,05 


stabil 


E3 


0,1 


0,001 


E4 


ca. 0,2 


0,01 


E5 


ca. 0,2 


0,01 


E6 


ca 0,2 


0,01 


E7 


ca 0,2 


0,01 



SEQ ID N0.1: 



Nukleinsaure {RNA): 
einzelstrangig 
linear 
Lange: 17 



UACACAGUCA CAGGGCU 



SEQ ID NO.2: 



Nukleinsaure (RNA): 
einzelstrangig 
linear 
Lange: 36 



GCCCUGUCUG AUGAGUCCGU GAGGACGAAA CUGUGU 



Patentanspruche 



PatentansprGche 10r lolgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, LI, DE, FR, GB, IT, LU, MC, NL, PT, SE 

1 Svnthetische katalytische Oligonukleotidstruktur. die zur Hybridisierung an eine und zur Spaltung einer Nuklein- 
1^ i und *. O.igonukleotkistruktur mit der al.gemeinen Strukturformel (I.) hat: 



10 



EP 0 519 463 B1 



10 



15 



I 

N' 

l 

5' 



N. 



N" 

i 

3' 



N 



N,4 (N) v 5« 

,13 

I 

N„ 



wonn 



20 



25 



30 



ISI jeweils ein Nukleotid gemafi der allgemeinen Strukturformel (I) darstellt, 

x und y gleich Oder verschieden sein konnen und x ;> 1 und y £ 2 ist, N 5 und N 6 zueinander jeweils komple- 
mentare Nukleotide sind und * eine Basenpaarung darstellt, 

NT und N" entweder zwei Nukleotidsequenzen darstellen, die mindestens teilweise zueinander komplementare 
Nukleotide enthalten, so da3 eine stabile Basenpaarung zwischen den beiden Nukleotidsequenzen ermoglicht 
wird, 



oder 



N' und N" zusammen eine einzige Nukleotidsequenz darstellen, wobei mindestens ein Teil der Sequenz durch 

Basenpaarung zwischen komplementaren Nukleotiden etnen doppelstrangigen Stamm bilden kann, 

und worin gegebenenfalls ein oder mehrere zusatzliche Nukleotide N nach N 7 oder/und N 9 insertiert werden 



konnen, 



und worin die Oligonukleotidstruktur Nukleotide mit der allgemeinen Strukturformel (I) enthalt: 



35 



40 



45 



50 




(I) 



worin 

B eine Nukleosidbase darstellt, die insbesondere aus der Gruppe, bestehend aus Adenin-9-yl (A), Cytosin- 
1-yl (C), Guanin-9-yl (G), Uracil-1-yl (U), Uracil-5-yl (y), Hypoxanthin-9-yl (I), Thymin-1-yl (T) und 2-Aminoa- 
denin-9-yl ausgewahlt ist, 

V bei jedem Nukleotid unabhangig eine O- oder ein CHg-Gruppe ist, 

X und W jeweils in einem Nukleotid gleich oder verschieden sein konnen und unabhangig vonemander 0-, 
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S- NHo- Alkyl- Oder Alkoxygruppen mil 1 bis 10. vorzugsweise mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen sind, 

R WaSerS oSTeine geradkettige oder verzweigte. gegebenenfalte mit Halogen-. Cyano, Isocyano-. N.- 

bei mindestens einem der Nukleotide N 2 , N* N 6 . N 6 . N 7 . N 9 . N 10> N 12 , N 13 und N 14 .n Formel (II) der Rest R 
in Formel (I) von Wasserstofl verschieden ist. 

2. Oligonukleotidstruktur nach Anspruch 1 , 

SfS "rS^TSSw bei den Nu.eotWen N v N 4 , N 8 b ZW . N„ jeweils A oder 2-Aminoadenin-9-y.. G, G 
bzw. G sind. 

3. Oligonukeotidstruktur nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Reste V, W und X in Formel (I) OGruppen sind 

4. Oligonukleotidstruktur nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
wT^m™*™™^™ Reste R in Forme, (I) 1 bis 6 Koh.enstottatome enthalte, 

5. Oligonukleotidstruktur nach Anspruch 4, 

^£SE^v««*«*™ Reste R in Forme. (I) aus der Gruppe, bestehend aus Methyl-, Ethyl-, 
Propyl-, Allyl-, Dimethylallyl-, Butyl- oder Cyanomethylresten ausgewahlt sind. 

6. Oligonukleotidstruktur nach einem der vorhergehenden Anspruche mit der alkjemeinen Strukturformel (III): 



N 2 N 13^ 
N, ^ 



N 4 Mi ^ N ," 

li, • N. N 8 N, D OH) 

N * N N,' 
I I 

N * N 

(N) m * (N)» 
I I 
N N 



worin 



isertiert werden konnen. 
7. Oligonukleotidstruktur nach Anspruch 6, 

^SSTRTSSSfllO bei den Nukleotiden N„ N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 Wassersto« sind. 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Otigonukleotidstrukur nach Anspruch 6 oder 7, 
dadurch gekennzelchnet, 

daG die Reste R in Formal (III) bei alien Nukleotiden auGer N„ N 4 , N 8 , N 10 , N n und N 12 von Wasserstoff verschie- 
den sind. 

Oligonukleotidstruktur nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daG die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daG bei den Nukleotiden N, bis N 14 in Formel (I) oder 
(III) die Reste B und R die folgenden Bedeutungen besitzen: 





B 


= A und R = 


H, 


N 2 


B 


= A und R = 


Allyl, 


N 3 


B 


= A und R = 


Allyl, 


N 4 


B 


= G und R = 


H, 


N 5 


B 


= C und R = 


Allyl, 


N 6 


B 


= G und R = 


Allyl, 


M 7 


B 


= A und R = 


Allyl, 


N 8 


B 


= G und R = 


H, 


No 


B 


- U und R = 


Allyl, 


N 10 : B 


= A und R = 


H, 


N„ 


: B 


= G und R = 


H, 


N 12 : B 


= U und R = 


H, 


N13: B 


= C und R = 


Allyl, 


N 14 : B 


= U und R = 


Allyl. 



dadurch gekennzelchnet, . 

daG die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind, mit der Ausnahme, daG die Verbmdung zwischen N n 
und N 12 eine Phosphorthioatgruppe (X = O und W = S) ist, und dal3 bei den Nukleotiden N, bis N 14 in Formel (I) 
oder (III) die Reste B und R die Bedeutung gemaG Anspruch 9 besitzen. 

11. Oligonukleotidstruktur nach einem der Anspruche 1 bis 8, 

dadurch gekennzelchnet, ./» ^ 

daG die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daB bei den Nukleotiden N, bis N 14 in Formel (I) oder 
(III) die Reste B die Bedeutung gemaG Anspruch 9 besitzen und daG fur N 1( N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 R = H, fur 
N 9 R = 3,3-Dimethylallyl und fOr N 2 . N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N 13 und N 14 R = Allyl ist. 

12. Oligonukleotidstruktur nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzelchnet, 

daG die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daG bei den Nukleotiden ^ bis N 14 in Formel (I) Oder 
(III) die Reste B die Bedeutung gemaG Anspruch 9 besitzen und daG fur N v N 4 , N 6 , N 10 , N n und N 12 R = H, fur 
N 3 R = 3,3-Dimethylallyl und fur N 2 , N 5 , N 6 , N 7 , N 9 , N 13 und N 14 R = Allyl ist. 

13. Oligonukleotidstruktur nach einem der Anspruche 1 bis 8 ( 
dadurch gekennzelchnet, 

daG die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daG bei den Nukleotiden N t bis N 14 in Formel (I) oder 
(III) die Reste B die Bedeutung gemaG Anspruch 9 besitzen und daG fur N v N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 R = H, fur 
N 2 , N 3 , N 7 , N 9 und N 13 R = Cyanomethyl und fur N 5 , N 6 und N 14 R = Allyl ist. 

14. Oligonukleotidstruktur nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzelchnet, 

daG die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daG bei den Nukleotiden bis N 14 in Formel (I) oder 
(111) die Reste B die Bedeutung gemaG Anspruch 9 besitzen und daG fur N v N 4 , N B , N 10 , N„ und N 12 R - H, fOr 
N 6 und N 6 R - Butyl und fur N 2 , N 3 . N 7 , N 9 , N, 3 und N 14 R = Allyl ist, wobei gegebenenfalls fur einen oder mehrere 
der Reste N, die in Formel (III) in basengepaarter Form vorliegen, R = Butyl ist. 

15. Oligonukleotidstruktur nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzelchnet, 
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dafi sich an den freien 3'-Enden der Oligonukleotidstruktur 3'-Deoxyribonukleotide oder/und 3'-0-Alkylribonukleo- 
tide befinden. 

16. Oligonukleotidstruktur nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

Sto!^^ ihrerraumlichen Konfiguration Nukleotide enthalt, deren Nukleosidbasen durch 

ein Quervemetzungsmitte! modifiziert sind. 

17. Oligonukleotidstruktur nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB das Quervernetzungsmittel Psoralen oder ein Psoralenderivat ist. 

18. Oligonukleotidstruktur nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzelchnet, . n „ , ftn 

daB sie mit einer prostethischen Gruppe, ausgewahlt aus Potyaminosauren, Lip.den, Hormonen oder Peptiden 
verknupft ist. urn die Aufnahme in der Zelle oder/und die spezifische zellulare Lokahsierung der Oligonukleotid- 
struktur zu verbessern. 

19. Verfahren zur Spaltung einer Nukleinsaure-Zielsequenz unter Verwendung einer synthetischen katalytischen Oli- 
gonukleotidstruktur nach einem der Anspruche 1 bis 18. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 

S d?N?S ein von der synthetischen katalytischen Oligonukleotidstruktur verschiedenes 

MoiekQI ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 19 oder 20, 

dadurch gekennzelchnet, ^, , • ♦ 

daB man eine Nukleinsaure-Zielsequenz der allgemeinen Formel (IV) unter Verwendung ernes Ohgonukleotids 
mit der allgemeinen Formel (II) spaltet, wobei eine Zwischenstute mit der folgenden Struktur ausgebrfdet wird, 



5' (K),Y-U-Z 



-(K)„ 3' 



(IV) 



3' (Nl.NoN, 

N 2 
I 

N 3 
i 

i 



N' 
I 

5' 



N u (N) y 5' 
S N 12 

N 9 



N" 
I 

3' 



(ID 



wobei 



die Symbole N, N\ N", x, y und * wie in Anspruch 1 definiert sind, 

und K Y U und Z Nukleotide der Nukleinsaure-Zielsequenz darstellen. worm U Undm ist, 

Z ein nic'ht modifiziertes Ribonukleotid, ausgewahlt aus der Gruppe. bestehend aus Adenosm, Cyt.d.n oder 



Uridin ist, 
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K und Y beliebige Nukleotide sind, 

unVdlllpaLngder Nukleinsaure-Zieteequenz 3'-seitig der Nukleotidsequenz YUZ erfo.gt und wobei gege- 
benenfalls eine chemische Bindung zwischen dem 5'-Ende der Nukeinsaure-Z.elsequenz (IV) und dem 3- 
s Ende des Oiigonukleotids (II) bei (N) x oder zwischen dem 3*-Endeder Nukle,nsaure-Z»elsequenz (IV) und dem 

S'-Ende des Oiigonukleotids (II) bei (N)y existierl. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzelchnet, 

jo daB Y Guanosin ist. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB Z Adenosin oder Cytidin ist. 

15 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 23, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die Nukleinsaure-Zielsequenz eine Ribonukleinsaure ist. 

20 25. Verfahren nach einem der Anspruche 1 9 bis 24, 

dadurch gekennzelchnet, ^..^nhrt 
daB man die Spattung in Gegenwart eines divalenten Kations, msbesondere Mg^ durchfuhrt. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 24, 
25 dadurch gekennzelchnet, 

daB man die Spattung bei einem pH-Wert von etwa 7 bis 9 durchfuhrt. 

27. Verwendung einer Oligonukleotidstruktur nach einem der Anspruche 1 bis 18 zur katalytischen Spaltung einer 
Nukleinsaure-Zielsequenz. 

28. Arzneimittel, 

da^eTalS nach einem der Anspruche 1 bfc 18 gegebenenfalls zusammen 

mit Gblichen pharmazeutischen Trager-, Hilfs-, Full- oder/und Verdunnungsmitteln enthalt. 



30 



35 



29. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels fur die antivirale Therapie in Menschen. Tieren und Pflanzen, 
dadurch gekennzelchnet, 
daB man als Wirkstoff eine Oligonukleotidstruktur nach einem der Anspruche 1 bis 18 verwendet. 

40 30. Diagnostisches Reagenz, 

dadurch gekennzelchnet, t u:« 
daB es als Bestandteil eine Oligonukleotidstruktur nach einem der Anspruche 1 bis 18 enthalt. 

31. Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen Reagenz fur eine genetische Musterungsprozedur, 
45 dadurch gekennzelchnet, 

daB es als Bestandteil eine Oligonukleotidstuktur nach einem der Anspruche 1 bis 18 enthalt. 



so 



55 



Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : ES 

1 Verfahren zur Herstellung von synthetischen katalytischen Oligonukleotidstrukturen aus Mon °™ rei ^ 

TonUukleotidstruktur zur Hybridisierung an eine und zur Spaltung einer Nuklemsaure-Zielsequenz geeignet 
ist und eine Oligonukleotidstruktur mit der allgemeinen Strukturformei (II) hat: 
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N 3 

I 

N s 



N' 

I 

5' 



N" 
i 

3' 



N 



8 

V 



Nu <N) y 5' 
N l3 

I 

N,o 



(ID 



worin 



N ieweils ein Nukleotid gemaB der allgemoinen Strukturtormel (I) darstellt, 

x ind y glelch Oder verihieden sein konnen und x S 1 und y * 2 ist, N 6 und N 6 zue.nander jewe.ls temple- 

mentare Nukleotide sind und * eine Basenpaarung darstellt, 

N' und N" entweder zwei Nukleotidsequenzen darstellen, die mindestens te.lwe,se zue.nander komplementere 

wird, 



ocler 



W und N" zusammen eine einzige Nukleotidsequenz darstellen, wobei mindestens e.n TeH der Sequenz durch 

Basenpaarung zwischen komplementaren Nukleotiden einen doppelstrangigen Stamm brtden kann 

und worin gegebenenlalls ein Oder mehrere zusatzliche Nukleotide N nach N 7 oder/und N 9 .nserfert werden 

Sd^rin die Oligonukleotidstruktur Nukleotide mil der allgemeinen Strukturtormel (I) enthalt: 



— 0 




(I) 



worin 



B eine Nukleosidbase darstellt, die insbesondere aus der Gruppe. bestehend aus Adenin-9-yl (A) Cytosin- 
HUC) GuS-yi (G), Uracil-1-yl (U), Uracil-5-y. M , Hy P oxanthin-9-yl (I), Thymin-1-yl (T) und 2-Am.noa- 

denin-9-yl ausgewahlt ist, 

V bei jedem Nukleotid unabhangig eine O- Oder ein CH 2 -Gruppe ist, 



16 



EP 0 519 463 B1 



X und W jeweils in einem Nukleotid gleich Oder verschieden sein kdnnen und unabhangig voneinander O-, 
S-, NH 2 -, Alkyl- Oder Alkoxygruppen mit 1 bis 10, vorzugsweise mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen sind, 
R Wasserstoff oder eine geradkettige Oder verzweigte, gegebenenfalls mit Halogen-, Cyano-, Isocyano-, Ni- 
tre-, Amino-, Carboxyk Hydroxy!- oder/und Mercaptogruppen substituierte Alkyl-, Alkenyl- oder Alkinylgruppe 
s mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen ist, 

und worin bei den Nukleotiden H v N 4 . N 8 und N„ in Formel (II) der Rest R in Forme! (I) Wasserstoff ist und 
bei mindestens einem der Nukleotide N 2 , N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N fl , N 10 , N 12 , N 13 und N 14 in Formel (II) der Rest R 
in Formel (I) von Wasserstoff verschieden ist. 

10 2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Reste B in Formel (I) bei den Nukleotiden N v N 4 , N 8 bzw. N„ jeweils A oder 2-Aminoadenm-9-yl, G,G 
bzw. G sind. 

is 3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

daB die von Wasserstoff verschiedenen Reste R in Formel (I) 1 bis 6 Kohlenstoffatome enthatten. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

2S da& die von Wasserstoff verschiedenen Reste R in Formel (I) aus der Gruppe, bestehend aus Methyl-, Ethyl-, 

Propyl, Ally!-. Dimethylallyk Butyl- oder Cyanomethylresten ausgewahlt sind. 

S. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
30 daG die Oligonukleotidstruktur die allgemeine Strukturformel (III) aufweist: 



3MNLN 0 N t N t4 (N) v 5' 
i \ 
35 N 2 N 13 

I \ 

N 3 N 12 

N 5 * N 6 N e N 10 (HI) 

I I \ / 

N * N N9 
l I 

N # N 

(N)« * (Wn 
N N 



45 

50 

worin 



N, x und y wie in Anspruch 1 definiert sind, 
55 M eine chemische Bindung darstellt oder eine Nukleotidsequenz (N) a bedeutet, wobei a > 1 ist, m und n gleich 

oder verschieden sind und gegebenenfalls ein oder mehrere zusatzliche Nukleotide nach oder/und N 9 
isertiert werden kdnnen. 
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7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Reste R in Formel (III) bei den Nukleotiden N v N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 Wasserstotf sind. 

5 8. Verfahren nach Anspruch 6 Oder 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Reste R in Formel (III) bei alien Nukleotiden aufter N 1t N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 von Wasserstotf verschie- 
den sind. 

10 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, . .... . 

da3 die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daft bei den Nukleotiden N t bis N 14 in Formel (I) Oder 
(III) die Reste B und R die folgenden Bedeutungen besitzen: 



15 



20 



25 



35 



45 



50 



55 



N,: 


B = 


A und R = 


H, 


N 2 : 


B = 


A und R = 


Altyl. 


N 3 : 


B = 


A und R = 


Altyl, 


N 4 : 


B = 


G unf R = 


H, 


N 5 : 


B = 


C und R = 


Allyl, 


N 6 : 


B = 


G und R = 


Allyt, 


N 7 : 


B = 


A und R = 


Ally!, 


N B : 


B = 


G und R = 


H, 


N 9 : 


B = 


U und R = 


Allyl, 


Nio 


B = 


A und R = 


H, 


N„ 


B = 


G und R = 


H, 


N 12 


B = 


U und R = 


H, 


Nia 


B = 


C und R = 


Allyl, 


N14 


B = 


U und R = 


Allyl. 



30 10. 



11 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind, mit der Ausnahme, daft die Verbmdung zwischen N„ 
und N 12 etne Phosphorthioatgruppe (X = O und W = S) ist, und daft bei den Nukleotiden r^ bis N 14 in Formel (I) 
oder (III) die Reste B und R die Bedeutung gemaft Anspruch 9 besitzen. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, , m ~w 
daft die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daft bei den Nukleotiden ^ bis N 14 in Formel (I) oder 
(III) die Reste B die Bedeutung gemaft Anspruch 9 besitzen und daft fur N 1( N 4 , N 8 , N 10 , Nn und N 12 R - H, fur 
40 N 9 R = 3,3-DimethyIallyi und fur N 2 , N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N 13 und N 14 R = Allyl ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 

dadurch gekennzeichnet, ■ c im~w 

daft die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daft bei den Nukleotiden N, bis N 14 in Formel (I) oder 
(III) die Reste B die Bedeutung gemaft Anspruch 9 besitzen und daft fur N„ N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 R - H p fur 
N 3 R = 3,3-Dimethylallyl und fur N 2 , N 5 , N 6 , N 7 , N 9 , N 13 und N 14 R = Allyl ist, 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, ^.m,^, 
daft die Reste V, W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daft bei den Nukleotiden N, bis N 14 in Formel (I) Oder 
(III) die Reste B die Bedeutung gemaft Anspruch 9 besitzen und daft fur N v N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 R - H, fur 
N 2 , N 3 , N 7 , N 9 und N 13 R = Cyanomethyl und fur N 5 , N 6 und N 14 R = Allyl ist. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, , mftHlir 
daft die Reste V W und X in Formel (I) O-Gruppen sind und daft bei den Nukleotiden N, bis N 14 in Formel (I) oder 
(III) die Reste B die Bedeutung gemaft Anspruch 9 besitzen und daft fur N v N 4 , N 8 , N 10 , N„ und N 12 R - H, fur 
N 5 und N 6 R = Butyl und fur N 2 , N 3 , N 7 , N 9 , N 13 und N 14 R = Allyl ist, wobei gegebenenfalls fur e.nen oder mehrere 
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der Reste N, die in Formel (III) in basengepaarter Form vorliegen, R = Butyl ist. 

15. Veriahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, 

5 daB sich an den f reien 3*-Enden der Oligonukleotidstruktur 3*-Deoxyribonukleotide oder/und 3 -O-Alkylnbonukleo- 

tkJe befinden. 

16. Veriahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Oligonukleotidstruktur weiterhin zur Stabilisierung ihrer raumlichen Konfiguration Nukleottde enthalt, deren 
Nukleosidbasen durch ein Quervernetzungsmittel modifiziert sind. 

17. Veriahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Quervernetzungsmittel Psoralen oder ein Psoralenderivat ist. 

18. Veriahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Oligonukleotidstruktur mit einer prosthetischen Gruppe, ausgewahlt aus Polyamtnosauren, Lipiden, Hor- 
monen Oder Peptiden verknOpft wird, urn ihr die Aufnahme in der Zelle oder/und die spezifische zellulare Lokali- 
sierung zu verbessem. 

19. Veriahren zur Spaltung einer Nukleinsaure-Zielsequenz unter Verwendung einer synthetischen katalytischen Oli- 
gonukleotidstruktur hergestellt durch das Veriahren nach einem der AnsprOche 1 bis 18. 

20. Veriahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nukleinsaure-Zielsequenz ein von der synthetischen katalytischen Oligonukleotidstruktur verschiedenes 
MolekOI ist. 

21. Veriahren nach einem der AnsprOche 19 oder 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine Nukleinsaure-Zielsequenz der allgemeinen Formel (IV) unter Verwendung eines Oligonukleotids 
mit der allgemeinen Formel (II) spaltet, wobei eine Zwischenstufe mit der folgenden Struktur ausgebildet wird, 

35 



15 



20 



25 



30 



5' (K),Y-U-Z 



-(K) b 3' 



(IV) 



40 



45 



50 



3' (N^NoN, 

N 2 

I 

N 3 
l 

N« 

I 

N s 



N' 
I 

5' 



N, 4 (N) v 5' 



■12 



N 6 N 



N" 
I 

3' 



Ni, 



(ID 



55 



wobei 



die Symbole N, N', N", x ( y und * wie in Anspruch 1 definiert sind, 
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und K, Y, U und Z Nuklootide der Nukleinsaure-Zielsequenz darstellen, worin U Uridin ist, 

Z ein nicht modifiziertes Ribonukleotid, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Adenosin, Cytidin Oder 

Uridin ist, 

K und Y beliebige Nukleotide sind, 
s a £ 1 und b £ 3 ist, 

und die Spaltung der Nukleinsaure-Zielsequenz 3'-seitig der Nukleotidsequenz YUZ ertolgt, und wobei gege- 
benenfalls eine chemische Bindung zwischen dem 5'-Ende der Nukleinsaure-Zielsequenz (IV) und dem 3'- 
Ende des Oligonukleotids (II) bei (N)* Oder zwischen dem 3'-Ende der Nukleinsaure-Zielsequenz (IV) und dem 
5-Ende des Oligonukleotids (II) bei (N) y existiert. 

10 

22. Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekonnzeichnet, 

da& Y Guanosin ist. 

is 23. Verfahren nach Anspruch 21 Oder 22, 
dadurch gekonnzeichnet, 

daB Z Adenosin Oder Cytidin ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 23, 
20 dadurch gekonnzeichnet, 

daG die Nukleinsaure-Zielsequenz eine Ribonukleinsaure ist. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 24, 
dadurch gekonnzeichnet, 

2S daG man die Spaltung in Gegenwart eines divalenten Kations, insbesondere Mg 2 * durchfuhrt. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 24, 
dadurch gekonnzeichnet, 

dafi man die Spaltung bei einem pH-Wert von etwa 7 bis 9 durchfuhrt. 

30 

27. Verwendung einer Oligonukleotidstruktur, die durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18 hergestellt 
wurde, zur katalytischen Spaltung einer Nukleinsaure-Zielsequenz. 

28. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, 
35 dadurch gekonnzeichnet, 

daB man als Wirkstoff eine Oligonukleotidstruktur, die durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18 
hergestellt ist, verwendet und gegebenenfalls zusammen mit ublichen pharmazeutischen Trager-, Hilfs-, Full- oder/ 
und Verdunnungsmitteln formuliert. 

40 29. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels fur die antivirale Therapie in Menschen, Tieren und Pflanzen, 
dadurch gekonnzeichnet, 

da& man als Wirkstoff eine Oligonukleotidstruktur, die durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18 
hergestellt ist, verwendet 

<5 30. Diagnostisches Reagenz, 
dadurch gekonnzeichnet, 

da& es als Bestandteil eine Oligonukleotidstruktur enthalt, die durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 
bis 18 hergestellt ist. 

so 31. Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen Reagenz fur eine genetische Musterungsprozedur, 
dadurch gekonnzeichnet, 

daft es als Bestandteil eine Oligonukleotidstruktur enthalt, die durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 
bis 18 hergestellt ist. 

£5 
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Claims 



Claims lor the following Contracting States : AT, BE, CH, LI, DE, FR, GB, IT, UU, MC, NL, PT, SE 

1 . Synthetic catalytic oligonucleotide structure which is suitable for hybridizing to a nucleic acid target sequence and 
for cleaving a nucleic acid target sequence and has an oligonucleotide structure of the general structural formula (II) 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



3'(N),N,,N, 



N, 



N 



N, 4 <N) V 5' 
N, 0 



(II) 



N' 
I 

5' 



N" 
i 

3' 



in which 



N in each case represents a nucleotide according to the general structural formula (I), 
x and y can be the same or different and x > 1 and y 2 2, 

N 6 and N 6 are in each case nucleotides which are complementary to one another and * represents a base 
pairing, 

N' and N" either represent two nucleotide sequences which contain nucleotides which are at least partially 
complementary to one another thus enabling a stable base pairing between the two nucleotide sequences 
or 

N' and N" together represent a single nucleotide sequence whereby at least part of the sequence can form a 

double-stranded stem by base pairing between complementary nucleotides, 

and wherein one or several additional nucleotides N can optionally be inserted after and/or N 9 , 

and wherein the oligonucleotide structure contains nucleotides of the general structural formula (I): 



AS 



SO 



ss 




(I) 



in which 
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B represents a nucleoside base which is in particular selected from the group comprising adenin-9-yl (A), 
cytosin-1-yl (C), guanin-9-yl (G), uracil-1-yl (U), uracil-5-yl (y), hypoxanthin-9-yl (I), thymin-1-yl (T) and 2-ami- 
noadenin-9-yl, 

V in each nucleotide is independently an O or a CH^ group, 

X and W can in each nucleotide be the same or different and are independently of one another O, S, NH 2 , 
alkyl or alkoxy groups with 1 to 10, preferably with 1 to 4 carbon atoms, 

R is hydrogen or a straight-chained or branched alkyl, alkenyl or alkinyl group with 1 to 10 carbon atoms which 
is optionally substituted by halogen, cyano, isocyano, nitro, amino, carboxyl, hydroxy! or/and mercapto groups 
and wherein in the nucleotides N 1( N 4 , N 8 and N n in formula (II) the residue R in formula (I) is hydrogen and 
in at least one of the nucleotides N 2 , N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N 9 , N 10 , N 12 , N 13 and N 14 in formula (II) the residue R in 
formula (I) is different from hydrogen. 

Oligonucleotide structure as claimed in claim 1 , 
wherein 

the residues B in the formula (I) in the nucleotides N v N 4 , N 8 or N t1 are in each case A or 2-aminoadenin-9-yl, G, 
G and G respectively 

Oligonucleotide structure as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

the residues V, W and X in formula (I) are O groups. 

Oligonucleotide structure as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

the residues R in formula (I) which are different from hydrogen contain 1 to 6 carbon atoms. 

Oligonucleotide structure as claimed in claim 4, 
wherein 

the residues R in formula (I) which are different from hydrogen are selected from the group comprising methyl, 
ethyl, propyl, ally!, dimethylallyl, butyl or cyanomethyl residues. 

Oligonucleotide structure as claimed in one of the previous claims having the general structural formula (III): 



I 

?■ 

N 

I 

N 
I 

N 



M 



N 14 (N) y 5' 



/ N 'N 



N 
I 

N- 

(N)„ 
N 



N 



N N./ 



10 



(III) 



in which N, x and y are defined as in claim 1, M represents a chemical bond or denotes a nucleotide sequence 
(N) a , in which a £ 1 , m and n are the same or different and optionally one or several additional nucleotides can be 
inserted after N 7 or/and N 9 . 

Oligonucleotide structure as claimed in claim 6 
wherein 
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the residues R in formula (III) are hydrogen in the nucleotides N 1( N 4 , N 8 , N 10 , N n and N 12 . 

8. Oligonucleotide structure as claimed in claim 6 or 7, 

the residues R in formula (III) are different from hydrogen in all nucleotides apart from N v N 4 , N 8 , N 10 , N 1t and N 12 . 

9. Oligonucleotide structure as claimed in one of the previous claims, 

wherein ( ^ L 

the residues V, W and X in formula (I) are O groups and in formula (I) or (III) the residues B and R have the following 

meanings in the nucleotides N n to N 14 ; 



is 



20 



2S 



N, 




B = 


A and R = 


H, 


N 2 




B = 


A and R - 


allyl, 


N 3 




B = 


A and R = 


allyl, 


N 4 




B = 


G and R = 


H, 


N 5 




B = 


C and R = 


allyl, 


N 6 




B = 


G and R = 


allyl, 


N 7 




B = 


A and R = 


allyl, 


N 8 




B = 


G and R = 


H. 


N 9 




B = 


U and R = 


allyl, 


Ni 0 : 


B = 


A and R = 


H, 


Niv 


B = 


G and R = 


H, 


N 12 : 


B = 


U and R = 


H, 


N13: 


B = 


C and R = 


allyl, 


N 14 : 


B = 


U and R = 


allyl. 



30 



35 



40 



SO 



55 



wherein 

the residues V, W and X in formula (I) are O groups with the exception that the linkage between N„ and N 12 is a 
phosphorothioate group (X = O and W = S) and the residues B and R in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 in the nucleotides to N 14 . 

11. Oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 - 8, 
wherein 

the residues V ( W and X in formula (I) are O groups and the residues B in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides N 1 to N 14 and R = H for N 1 , N 4 , N 8 , N 10 , N n and N 12 , R = 3,3-dimethylallyl 
for N 9 and R = allyl for N 2 , N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N 13 and N 14 . 

12. Oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 - 8, 

theTesidues V, W and X in formula (l) are O groups and the residues B in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides N, to N 14 and R = H for N, , N 4 , N 8 , N 10 , N tl and N 12 , R = 3,3-dimethylallyl 
for N 3 and R = allyl for N 2 , N 5 , N 6 , N 7 , N 9 , N 13 and N 14 . 

13. Oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 - 8, 
wherein 

the residues V, W and X in formula (t) are O groups and the residues B in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides N, to N 14 and R = H for N v N 4 , N e , N 10 . N„ and N 12 , R = cyanomethyl 
for N 2 , N 3 , N 7 , N 9 and N 13 and R = allyl for N 5 , N 6 and N 14 . 

14. Oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 - 8, 

theTetidues V, W and X in formula (I) are O groups and the residues B in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides N n to N 14 and R = H for N 1 , N 4 , N e . N 10> N„ and N 12 , R = butyl for N 5 and 
N 6 and R = allyl for N 2 , N 3> N 7 , N 9 , N 13 and N 14 and optional R = butyl in one or several of the residues N that 
are present in a base-paired form in formula (III). 

15. Oligonucleotide structure as claimed in one of the previous claims, 
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wherein 

3'-deoxyribonucleotides or/and 3'-0-alky (ribonucleotides are present at the free 3'-ends of the oligonucleotide 
structure. 

5 16. Oligonucleotide structure as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

it additionally contains nucleotides to stabilize its spatial configuration whose nucleoside bases are modified by a 
cross-linking agent. 

io 17. Oligonucleotide structure as claimed in claim 1 6, 
wherein 

the cross-linking agent is psoralen or a psoralen derivative. 

18. Oligonucleotide structure as claimed in one of the previous claims, 
is wherein 

it is linked to a prosthetic group selected from polyamino acids, lipids, hormones or peptides in order to improve 
the uptake into the cell or/and the specific cellular localization of the oligonucleotide structure. 

19. Process for cleaving a nucleic acid target sequence using a synthetic catalytic oligonucleotide structure as claimed 
20 in one of the claims 1 to 18. 

20. Process as claimed in claim 19, 
wherein 

the nucleic acid target sequence is a molecule which is different from the synthetic catalytic oligonucleotide struc- 
25 ture, 

21. Process as claimed in one of the claims 1 9 or 20, 
wherein 

a nucleic acid target sequence of the general formula (IV) is dleaved using an oligonucleotide of the general formula 
30 (||) in the process of which an intermediate stage forms having the following structure: 



35 



40 



so 



5' (K) 7 Y-U-Z — 


<K) b 




* 


3' (N) X N 0 N, 






S 










Nj * 


B 4 



(IV) 



45 l| S N/ 



1 1 

h . »1 0 



N ' N" (II) 

5' 3' 



in which 



the symbols N, N\ N", x, y and * are defined as in claim 1 , 
and K, Y, U and Z represent nucleotides of the nucleic acid target sequence 
55 in which U is uridine, 

Z is a non-modified ribonucleotide selected from the group comprising adenosine, cytidine or undine, 
K and Y are any nucleotides, 
a £ 1 and b £ 3, 
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and the cleavage of the nucleic acid target sequence takes place on the 3-side of the nucleotide sequence 
YUZ and there is optionally a chemical bond between the 5*-end of the nucleic acid target sequence (IV) and 
the 3'-end of the oligonucleotide (II) at (N) x or between the 3*-end of the nucleic acid target sequence (IV) and 
the 5'-end of the oligonucleotide (II) at (N) y . 

5 

22. Process as claimed in claim 21 , 
wherein 
Y is guanosine. 

10 23. Process as claimed in claim 21 or 22, 
wherein 

Z is adenosine or cytidine. 

24. Process as claimed in one of the claims 1 9 to 23, 
is wherein 

the nucleic acid target sequence is a ribonucleic acid. 

25. Process as claimed in one of the claims 1 9 to 24, 
wherein 

20 the cleavage is carried out in the presence of a divalent cation, in particular Mg? + . 

26. Process as claimed in one of the claims 1 9 to 24, 
wherein 

the cleavage is carried out at a pH value of about 7 to 9. 

SB 

27. Use of an oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 to 18 for the catalytic cleavage of a nucleic 
acid target sequence. 

28. Pharmaceutical preparation, 
so wherein 

it contains an oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 to 18 as the active substance optionally 
together with common pharmaceutical carriers, auxiliary substances, fillers or/and diluents. 

29. Process for the production of a pharmaceutical preparation for antiviral therapy in humans, animals and plants, 
35 wherein 

an oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 to 18 is used as the active substance. 

30. Diagnostic reagent, 
wherein 

40 it contains an oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 to 18 as a constituent. 

31. Process for the production of a diagnostic reagent for a genetic screening procedure, 
wherein 

it contains an oligonucleotide structure as claimed in one of the claims 1 to 18 as a constituent 

45 

Claims for the following Contracting State : ES 

1. Process for the production of synthetic catalytic oligonucleotide structures composed of monomer units wherein 
so the oligonucleotide structure is suitable for hybridizing to and for cleaving a nucleic acid target sequence and has 
an oligonucleotide structure of the general structural formula (II) 



5$ 
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10 



is 



3'(N) x N 0 N t 
N 5 



N' 

I 

5' 



Nu (N) y 5' 
N, 3 



N" 
I 

3' 



(II) 



in which 

20 

N in each case represents a nucleotide according to the general structural formula (I), x and y can be the same 
or different and x £ 1 and y 2 2, 

N 5 and N 6 are in each case nucleotides which are complementary to one another and * represents a base 
pairing, 

2S N' and N" either represent two nucleotide sequences which contain nucleotides which are at least partially 

complementary to one another so as to enable a stable base pairing between the two nucleotide sequences 
or 

N' and N B together represent a single nucleotide sequence in which at least part of the sequence can form a 
double-stranded stem by base pairing between complementary nucleotides, 
30 and in which one or several additional nucleotides N can optionally be inserted after and/or IM 9 , 

and in which the oligonucleotide structure contains nucleotides of the general structural formula (I): 



35 



40 



45 




so 

in which 



B represents a nucleoside base which is in particular selected from the group comprising adentn-9-yl (A), 
cytosin-1-yl (C), guanin-9-yl (G), uracil-1-yl (U), uracil-5-yl (y), hypoxanthin-9-yl (I), thymin-1-yl (T) and 2-ami- 
ss noadenin-9-yl, 

V in each nucleotide is independently an O or a CH 2 group, 

X and W can in each nucleotide be the same or different and are independently of one another O, S, NH 2 , 
alky I or alkoxy groups with 1 to 10, preferably with 1 to 4 carbon atoms, 
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R is hydrogen or a straight-chained or branched alkyl, alkenyl or alkinyl group with 1 to 1 0 carbon atoms which 
is optionally substituted by halogen, cyano, isocyano, nitro, amino, carboxyl, hydroxyl or/and mercapto groups 
and wherein in the nucleotides N„ N 4 . N 8 and N„ in formula (II) the residue R in formula (I) is hydrogen and 
in at least one of the nucleotides N 2 . N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N 9 , N 10 , N 12 , N 13 and N 14 in formula (II) the residue R in 
s formula (I) is different from hydrogen. 

2. Process as claimed in claim 1 , 

wherein . . 

the residues B in the formula (I) in the nucleotides N,, N 4 , N 8 or N n are in each case A or 2-aminoadenm-9-yl, e, 

io G and G respectively. 

3. Process as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

the residues V, W and X in formula (I) are O groups. 



15 



Process as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

the residues R in formula (I) which are different from hydrogen contain 1 to 6 carbon atoms. 

20 5. Process as claimed in claim 4, 
wherein 

the residues R in formula (I) which are different from hydrogen are selected from the group comprising methyl, 
ethyl, propyl, allyl, dimethytallyl, butyl or cyanomethyl residues. 

25 6. Process as claimed in one of the previous claims wherein the oligonucleotide structure has the general structural 
formula (III): 



3'{N) K N 0 N, N 14 (N) y 5' 

30 I \ r 



35 



45 



55 



N 5 • N 6 N, N 10 



AO N * N 

(NL * (N) n 
N N 



I I \ / < Iir ) 

N * N Ng 
I I 



in which N ( x and y are defined as in claim 1, M represents a chemical bond or denotes a nucleotide sequence 
(N) a , in which a £ 1 , m and n are the same or different and optionally one or several additional nucleotides can be 
so inserted after N 7 or/and N 9 . 

7. Process as claimed in claim 6 
wherein 

the residues R in formula (III) are hydrogen in the nucleotides N v N 4 , N 8 , N 10 , N„ and N 12 . 



8. Process as claimed in claim 6 or 7, 
wherein 

the residues R in formula (III) are different from hydrogen in all nucleotides apart from , N 4 , N 8 , N 10 , and N 12 . 
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9. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 
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Process as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

the residues V, W and X in formula (I) are O groups and the residues B and R in formula (I) or (III) have the following 
meanings for the nucleotides N 1 to N 14 : 



N 4 

N 5 
N 

N 7 : 



^10 



B = A and R = H, 



N 



*12 



N 



B = A and R = 
B = A and R = 
B = G and R = 
C and R = 
G and R : 
A and R = 
GandR: 
U and R = 
B = A and R = 
B = G and R : 
B = U and R = 
B = C and R = 
B = U and R = 



ally!, 
altyl, 

: H, 

allyl, 
: allyl 
allyl, 

allyl, 
H. 

: H, 

H. 

: allyl, 
: allyl. 



10. Process as claimed in one of the claims 1 to 8, 

wherein . 
the residues V, W and X in formula (I) are O groups with the exception that the linkage between N„ and N 12 is a 
phosphorothioate group (X = O and W = S) and the residues B and R in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides Nj to N 14 . 

11. Process as claimed in one of the claims 1 to 8, 
wherein 

the residues V, W and X in formula (I) are O groups and the residues B in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides N 1 to N 14 and R = H for N, , N 4 , N 8 , N 10 , N„ and N 12 , R = 3,3-dimethylallyl 
for N 9 and R = allyl for N 2 , N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N 13 and N 14 . 

12. Process as claimed in one of the claims 1 to 8, 

wherein , 
the residues V, W and X in formula (I) are O groups and the residues B in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides to N 14 and R = H for N, . N 4> N 8 , N 10 , N„ and N 12 , R = 3,3-dimethylallyl 
for N 3 and R = allyl for N 2 , N 5 , N 6 , N 7 , N 9 , N 13 and N 14 . 

13. Process as claimed in one of the claims 1 to 8, 

theTesidues V, W and X in formula (I) are O groups and the residues B in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides N 1 to N 14 and R = H for N v N 4 , N 8 , N 10 , N„ and N 12 . R = cyanomethyl 
for N 2 , N 3 , N 7 , N 9 and N 13 and R = allyl for N 5( N 6 and N 14 . 

14. Process as claimed in one of the claims 1 to 8, 

theTesidues V, W and X in formula (!) are O groups and the residues B in formula (I) or (III) have the meaning 
according to claim 9 for the nucleotides N, to N 14 and R = H for N v N 4 , N 8 , N 10 , N„ and N 12 , R = butyl for N 5 and 
N 6 and R = allyl for N 2 , N 3 , N 7 , N 9 , N 13 and N 14 and optionally R = butyl in one or several of the residues N that 
are present in a base-paired form in formula (III). 

15. Process as claimed in one of the previous claims, 

wherein |, , ... 

3'<Jeoxyribonucleotides or/and 3*-0-alkylribonucleotides are present at the free 3'-ends of the oligonucleotide 

structure. 

16. Process as claimed in one of the previous claims, 
wherein 
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it additionally contains nucleotides to stabilize its spatial configuration whose nucleoside bases are modified by a 
cross-linking agent. 

17. Process as claimed in claim 16, 
5 wherein 

the cross-linking agent is psoralen or a psoralen derivative. 

18. Process as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

to the oligonucleotide structure is linked to a prosthetic group selected from polyamino acids, lipids, hormones or 

peptides in order to improve the uptake into the cell or/and the specific cellular localization. 

1 9. Process for cleaving a nucleic acid target sequence using a synthetic catalytic oligonucleotide structure as claimed 
in one of the claims 1 to 18. 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



20. Process as claimed in claim 1 9, 
wherein 

the nucleic acid target sequence is a molecule which is different from the synthetic catalytic oligonucleotide struc- 
ture. 

21. Process as claimed in one of the claims 1 9 or 20, 
wherein 

a nucleic acid target sequence of the general formula (IV) is cleaved using an oligonucleotide of the general formula 
(II) in the process of which an intermediate stage forms having the following structure: 



5' (K).Y-U-Z (K) b 3' 

* * • # 

3' (N) X N 0 N, N u (NL 5' < IV) 

I \ 
N 2 N,j 

N 3 \ t 
N 5 • N 6 \ N 10 



V 



"9 



N' N" 
I I 
5' 3' 



(ID 



in which 

50 the symbols N, NT, N", x, y and * are defined as in claim 1 , 

and K, Y, U and Z represent nucleotides of the nucleic acid target sequence in which U is uridine, 
Z is a non-modified ribonucleotide selected from the group comprising adenosine, cytidine or uridine, 
K and Y are any nucleotides, 
a £ 1 and b > 3, 

55 and the cleavage of the nucleic acid target sequence takes place on the 3'-side of the nucleotide sequence 

YUZ and in which there is optionally a chemical bond between the 5' -end of the nucleic acid target sequence 
(IV) and the 3'-end of the oligonucleotide (II) at (N) x or between the 3*-end of the nucleic acid target sequence 
(IV) and the 5'-end of the oligonucleotide (II) at (N)y. 
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22. Process as claimed in claim 21 , 
wherein 
Y is guanosine. 

5 23. Process as claimed in claim 21 or 22, 
wherein 

Z is adenosine or cytidine. 

24. Process as claimed in one of the claims 1 9 to 23, 
10 wherein 

the nucleic acid target sequence is a ribonucleic acid. 

25. Process as claimed in one of the claims 19 to 24, 
wherein 

15 the cleavage is carried out in the presence of a divalent cation, in particular Mg? + . 

26. Process as claimed in one of the claims 1 9 to 24, 
wherein 

the cleavage is carried out at a pH value of about 7 to 9. 

20 

27. Use of an oligonucleotide structure which has been prepared by a process as claimed in one of the claims 1 to 1 8 
for the catalytic cleavage of a nucleic acid target sequence. 

28. Process for the production of a pharmaceutical preparation, 
25 wherein 

an oligonucleotide structure prepared by a process as claimed in one of the claims 1 to 18 is used as the active 
substance and is optionally formulated together with common pharmaceutical carriers, auxiliary substances, fillers 
or/and diluents. 

30 29. Process for the production of a pharmaceutical preparation for antiviral therapy in humans, animals and plants, 
wherein 

an oligonucleotide structure which is prepared by a process as claimed in one of the claims 1 to 18 is used as the 
active substance. 

35 30. Diagnostic reagent, 
wherein 

it contains an oligonucleotide structure as a constituent which is prepared by a process as claimed in one of the 
claims 1 to 18. 

40 31. Process for the production of a diagnostic reagent for a genetic screening procedure, 
wherein 

it contains an oligonucleotide structure as a constituent which is prepared by a process as claimed in one of the 
claims 1 to 18 . 

45 

Revendlcatlons 

Revendlcations pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, LI, DE, FR, GB, IT, LU, MC, NL, PT, SE 

50 

1. Structure oligonucleotidique catalytique synthetique, appropriee a I'hybridation avec une sequence d'actdes nu- 
cl6iques cible et a sa coupure, et qui a une structure oligonucleotidique ayant la formule structural generate (II): 
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10 



15 



3'(N) M N 0 N t 

I 



N' 

I 

5' 



N, 2 



N" 

i 

3' 



N. 



V 



(ID 



dans laquelle 

20 les N represented chacun un nucleotide do formule structural g6n6rale (I), 

x et y peuvent £tre identiques ou difterents et x est £ 1 et y £ 2, 

N 5 et N 6 sont des nucleotides compl6mentaires I'un de I'autre et * represents un appariement de bases, 
N' et NT represented deux sequences de nucleotides contenant des nucleotides au moins partiellement com- 
pl6mentaires les uns des autres, de facon a permettre un appariement de bases stable entre les deux s6- 
25 quences de nucleotides, 

ou bien 

N' et N" repr6sentent ensemble une seule sequence de nucleotides, au moins une partie de la sequence 
pouvant former un tronc double brin par appartement de bases entre des nucleotides compiementaires, 
et un ou plusieurs nucleotides N supp!6mentaires peuvent eventuellement etre ins6res aprds Nj et/ou N 9 , 
30 et la structure oligonucieotidique contient des nucleotides ayant la formule structural g6n6rale (I): 



35 



40 



45 




(I) 



SO 



55 



dans laquelle 

B repr6sente une base de nucleoside choisie en particulier dans le groupe constitue par les restes ad6nine- 
9-yle (A), cytosine-1-yle (C), guanine-9-yle (G), uracile-1-yle (U), uractle-5-yle (y), hypoxanthine-9-yle (I), thy- 
mine-1-yle (T) et 2-aminoad6nine-9-yle, 

V est independamment, dans chaque nucleotide, un atome d'oxygfcne ou un groupe CH 2 , 

X et W peuvent etre identiques ou diff6rents dans chaque nucleotide, et represented independamment I'un 

de Tautre un atome d'oxygfcne ou de soufre ou un groupe NH 2 , alkyle ou alcoxy de 1 a 10, de preference 1 a 
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4 atomes de carbone, 

R est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyie, alcenyle ou alcynyle de 1 k 10 atomes de carbone hneaire 
ou ramifie, eventuellement substitue par des restes halogeno, cyano, isocyano, nitro, amino, carboxyle, hy- 
droxyle et/ou mercapto, 

5 et, dans les nucleotides!^, N 4 , ^etN^ delaformule(ll), ie reste R de la formule (I) est un atome d'hydrogene, 

et! dans au moins fun des nucleotides N 2 , N 3 , N 6 , N 6 , N 7 , N 9 , N 10 , N 12 . N 13 et N 14 de la formule (II), le reste 
R de la formule (I) est different cfun atome d'hydrogene. 

2. Structure oligonucleotidique selon la revendication 1 , caracterisee en ce que, dans les nucleotides N 4 , N 8 et 
w Nn, les restes B de la formule (I) sont respectivement A ou 2-aminoadenine-9-yle, G, G et G. 

3. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications precedentes, caracterisee en ce que les restes V, W 
et X de la formule (I) sont des atomes d'oxygene. 

is 4. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications precedentes, caracterisee en ce que, dans la formule 
(I), les restes R differents de I'hydrogene contiennent de 1 k 6 atomes de carbone. 

5. Structure oligonucleotidique selon la revendication 4, caracterisee en ce que, dans la formule (I), les restes R 
differents de I'hydrogene sont choisis dans le groupe constitue par les restes methyle, ethyle, propyle, allyle, di- 

20 m6thylallyle, butyle ou cyanomethyle. 

6. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications precedentes, ayant la formule structurale generate (III): 



25 



35 



40 



3*(N),NpN t 

■J' 

N 4 

"J' 

N 
I 

N 
l 

N 



1' 

N 
I 

N 
I 

(N) 
I 

N 



N U (N) V 5' 

I 

N, N, 0 



M 



(III 



dans laquelle 

45 

N, x et y ont la definition donnee dans la revendication 1 , 

M represente une liaison chimique ou une sequence de nucleotides (N) a dans laquelle a est > 1 , m et n sont 
identiques ou differents et un ou plusieurs nucleotides supplementaires peuvent eventuellement etre inseres 
apres N 7 et/ou N g . 

so 

7. Structure oligonucleotidique selon la revendication 6, caracterisee en ce que, dans la formule (III), les restes R 
representent I'hydrogene dans les nucleotides N 1t N 4 , N 8 , N 10 , N 1V et N 12 . 

8. Structure oligonucleotidique selon la revendication 6 ou 7, caract6ris§e en ce que, dans la formule (111), les restes 
55 R sont differents de I'hydrogene dans tous les nucleotides & ('exception de N v N 4 , N 8 , N 10 , et N 12 . 

9. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications precedentes, caracterisee en ce que, dans la formule 
(I), les restes V, W et X sont des atomes d'oxygene et en ce que, dans les nucleotides k N 14 de la formule (I) 
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ou (III), les restes B et R ont les significations suivantes: 



10 



is 



N,: 


B 


= A et R = 


H, 


N 2 : 


B 


= A et R = 


atlyle, 


N 3 : 


B 


= A et R = 


aliyle, 


N 4 : 


B 


= G et R = 


H, 


N 5 : 


B 


= C et R = 


aliyle, 




B 


= G et R = 


aliyle, 


N 7 : 


B 


= A et R = 


aliyle, 


N 8 : 


B 


- G et R = 


H, 


N 9 : 


B 


= U et R = 


aliyle, 




B 


= A et R = 


H, 


N n : 


B 


= G et R = 


H, 


N 12 : 


B 


= U et R = 


H, 


N t3 : 


B 


= C et R = 


aliyle, 


N 14 : 


B 


= U et R = 


aliyle. 



IU. owuciuie uiiyunuui»uuuiL|uo ouiun i uno uou i i«<wunw, >w . « w, — • 1 ' 

restes V, W et X sont des atomes d'oxygene, avec rexceptbn selon laquelle la liaison entre N„ et N 12 est un 
20 groupe phosphorothioate (X = O et W = S), et en ce que, dans les nucleotides a N 14 de la formule (I) ou (III), 
les restes Bet R ont la signification donnee dans la revendication 9. 

11. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les 
restes V, W et X sont des atomes d'oxygene, et en ce que, dans les nucleotides N t a N 14 de la formule (I) ou (Ml), 

2$ les restes B ont la signification donnee dans la revendication 9, et en ce que, pour N v N 4 , N 8 , N 10 , N n et N 12 , R 

= H; pour N 9 , R = 3,3-dimethylallyle et, pour N 2 , N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N 13 et N 14 , R = aliyle. 

12. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les 
restes V, W et X sont des atomes d'oxygene, et en ce que, dans les nucleotides N n a N 14 de la formule (I) ou (III), 

30 les restes B ont la signification donnee dans la revendication 9, et en ce que, pour N 1t N 4 , N 8 , N 10 , N n et N 12 , R 

= H; pour N 3 , R = 3,3-dimethylallyle et, pour N 2 , N 5 , N 6 , N 7 , N 9 , N 13 et N 14 , R = aliyle. 

13. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les 
restes V, W et X sont des atomes d'oxygene, et en ce que, dans les nucleotides a N 14 de la formule (I) ou (III), 

3S les restes B ont la signification donnee dans la revendication 9, et en ce que, pour H v N 4 , N 8 , N 10 , N n et N 12 , R 
= H; pour N 2 , N 3 , N 7 , N 9 et N 13 , R = cyanomethyle et, pour N 5 , N 6 et N 14 , R = aliyle. 

14. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les 
res tes V, W et X sont des atomes d'oxygene, et en ce que, dans les nucleotides a N 14 de la formule (I) ou (III), 

40 les restes B ont la signification donnee dans la revendication 9, et en ce que, pour N 1( N 4 , N B , N 10 , et N 12 , 
R=H; pour N 5 et N 6 , R = butyle et, pour N 2 , N 3 , N 7 , N 9 , N 13 et N 14 , R = aliyle; R etant eventuellement butyle pour 
un ou plusieurs des restes N qui se trouvent sous une forme a bases appariees dans la formule (III). 

15. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications precedentes, caracteris6e en ce que des 3*-desoxyri- 
46 ' bonucleotides et/ou des 3' -O-alky I ribonucleotides se trouvent aux extremites 3' libres de la structure oligonucleo- 
tidique. 

16. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications precedentes, caractensee en ce qu'elle conttent en 
outre, pour la stabilisation de sa configuration dans I'espace, des nucleotides dont les bases de nucleoside sont 

so modifiees par un agent de reticulation transversals. 

17. Structure oligonucleotidique selon la revendication 16, caracterisee en ce que I'agent de reticulation transversale 
est le psoralene ou un derive de psoralene. 

ss 18. Structure oligonucleotidique selon I'une des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle est liee a un 
groupe prosthetique choisi parmi des potyaminoacides, des lipides, des hormones ou des peptides, pour ameliorer 
(•introduction dans la cellule et/ou la localisation cellulaire specifique de la structure oligonucleotidique. 
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19. Precede de coupure d'une sequence d'acides nucleiques cible & I'aide d'une structure oligonucleotidique cataly- 
tique synthetique selon I'une des revendications 1 & 18. 

20. Precede selon la revendication 19, caracterise en ce que la sequence d'acides nucleiques cible est une molecule 
differente de la structure oligonucleotidique catalytique synthetique. 

21 . Procede selon Tune des revendications 1 9 ou 20, caracterise en ce que Ton coupe une sequence d'acides nuclei- 
ques cible de formule g6n6rale (IV) I'aide d'un oligonucleotide de formule generate (II), avec formation d'un inter- 
medial re ayant la structure suivante: 

5' (K).Y-U-Z '(K) b 3' (IV) 



3' (NI.NoN, N u (N) y 5' 

l \ 

N, N w 



2$ | | N 9 

N' N" 

I I 



N* N 7 Nil 

N 5 • N 6 N^ ^N 10 (H) 



5' 3' 



dans laquelle 



les symboles N, N', N", x, y et * ont la definition donnee dans la revendication 1 ( 
et K, Y, U et Z reprdsentent des nucleotides de la sequence d'acides nucleiques cible, dans laquelle 
35 u est ('uridine, 

Z est un ribonucleotide non modifie choisi dans le groupe constitue par ("adenosine, la cytidine et I'uridine, 
K et Y sont des nucleotides quelconques, 
a est £ 1 et b £ 3, 

et la coupure de la sequence d'acides nucleiques cible s'effectue du cfite 3' de la sequence de nucleotides 
40 YUZ, et il existe 6ventuellement une liaison chimique entre I'extremite 5* de la sequence d'acides nucleiques 

cible (IV) et I'extremite 3' de I'oligonucieotide (II) au niveau de (N^ ou entre I'extremite 3' de la sequence 
d'acides nucleiques cible (IV) et I'extremite 5' de ('oligonucleotide (II) au niveau de (N^ 



22. Proc6d6 selon la revendication 21 , caracterise en ce que Y est la guanosine. 

23. Procede selon la revendication 21 ou 22, caracterise en ce que Z est ('adenosine ou la cytidine. 

24. Precede selon I'une des revendications 19 k 23, caracterise en ce que la sequence d'acides nucleiques cible est 
un acide ribonucleique. 

25. Procede sebn I'une des revendications 19 k 24, caracterise en ce que Con effectue la coupure en presence d'un 
cation divalent, en particular de Mg 2 *. 

26. Precede selon I'une des revendications 19 k 24, caracterise en ce que Con effectue la coupure k un pH d'environ 
ss 7 k 9. 

27. Utilisation d'une structure oligonucleotidique selon I'une des revendications 1 & 18 pour la coupure catalytique 
d'une sequence d'acides nucleiques cible. 



34 



EP 0 519 463 B1 



28. Medicament, caracteris6 en ce qu'il contient comme substance active une structure oligonucleotidique selon I'une 
des revendications 1 k 18, eventuellement avec des supports, des agents auxiliaires, des charges et/ou des di- 
luants pharmaceutiques ctassiques. 

5 29. Procede de preparation d'un medicament pour une therapie antivirale chez Itiomme, les animaux ou les vegetaux, 
caracterisd en ce que Ton utilise comme substance active une structure oligonucteotidique selon I'une des reven- 
dications 1 a 18. 

30. Reactif de diagnostic, caractSrise en ce qu'il contient comme constituant une structure oligonucleotidique selon 
10 Tune des revendications 1 k 18. 

31. Procecte de preparation d'un reactif de diagnostic pour une procedure d'analyse genetique, caracteris6 en ce qu'il 
contient comme constituant une structure oligonucleotidique selon I'une des revendications 1 & 18. 



15 



30 



Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES 



1. Proc6d6 de preparation de structures oligonucleotidiques catalytiques synth6tiques k partir d'unites monomeres, 
dans lequei la structure oligonucleotidique est appropriee k I'hybridation avec une sequence d'acides nucldiques 
20 cible et k sa coupure, et a une structure oligonucleotidique ayant la formule structural generate (II): 

3'<N).N 0 N, Nu(N) y 5' 
25 N 2 V 13 



N 3 

ll. /N, s N„ 



I 



3$ | | 

5' 3' 



dans laquelle 

40 

les N represented chacun un nucleotide de formule structural genSrale (I), 
x et y peuvent etre identiques ou diffdrents et x est £ 1 et y £ 2, 

N 5 et N 6 sont des nucleotides complementaires I'un de I'autre et * represente un appartement de bases, 
N* et N" represented deux sequences de nucleotides contenant des nucleotides au moins partieliement com- 
45 plementaires les uns des autres, de facon k permettre un appariement de bases stable entre les deux se- 

quences de nucleotides, 
ou bien 

N' et N" represented ensemble une seule sequence de nucleotides, au moins une partie de la sequence 
pouvant former un tronc double brin par appartement de bases entre des nucleotides complementaires, 
so et un ou plusieurs nucleotides N supplemental peuvent eventuellement etre in$6r6s apres Hj et/ou N 9 , 

et la structure oligonucleotidique contient des nucleotides ayant la formule structurale generate (I): 
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dans laquelle 

B represente une base de nucleoside choisie en particulter dans le groupe constitud par les restes adenine- 
9-yle (A), cytosine-1-yle (C), guanine-9-yle (G) f uracile-1-yle (U), uracile-5-yle ty), hypoxanthine-9-yie (I), thy- 
mine-1-yle (T) et 2-aminoadenine-9-yle, 

V est ind6pendamment, dans chaque nucleotide, un atome d'oxygene ou un groupe CH 2 , 
X et W peuvent §tre identiques ou differents dans chaque nucleotide, et represented independamment I'un 
de I'autre un atome d'oxygene ou de soufre ou un groupe NHg, alkyle ou alcoxy de 1 a 10, de preference 1 a 
4 atomes de carbone, 

R est un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle, afcenyle ou alcynyle de 1 a 1 0 atomes de carbone lineaire 
ou ramifie, eventuellement substituS par des restes halogeno, cyano, isocyano, nitro, amino, carboxyle, hy- 
droxyle et/ou mercapto, 

et, dans les nucleotides N, , N 4 , N e et de la formule (II), le reste R de la formule (I) est un atome d'hydrogene, 
et, dans au moins I'un des nucleotides N 2 , N 3 , N 5 , N 6 , N 7 , N 9 , N 10 , N 12 , N in et N 14 de la formule (II), le reste 
R de la formule (I) est different d'un atome d'hydrogene. 

Procede selon la revendicatbn 1 , caracterise en ce que, dans les nucleotides N v N 4 , N 6 et N 11f les restes B de 
ia formule (I) sont respectivement A ou 2-aminoademne-9-yle, G, G et G. 

Precede selon Tune des revendications precedentes, caract6ris6 en ce que les restes V W et X de la formule (I) 
sont des atomes d'oxygene. 

Precede selon Tune des revendications precedentes, caracterisd en ce que, dans la formule (I), les restes R dif- 
ferents de I'hydrogene contiennent de 1 k 6 atomes de carbone. 

Procecie selon la revendication 4, caractdrisd en ce que, dans la formule (I), les restes R differents de I'hydrogene 
sont choisis dans le groupe constitue par les restes methyle, ethyie, propyle, allyle, dimethylallyle, butyle ou cya- 
nomethyle, 

Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la structure oligonucleotidique a la 
formule structurale generale (III): 
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(III) 



M 



dans laquelle 



N, x et y ont la definition donnee dans la revendication 1 , 

M repr6sente une tiaison chimique ou une sequence de nucleotides (N) a dans laquelle a est £ 1, m et n sont 
identiques ou diff6rents et un ou plusieurs nucleotides suppiementaires peuvent eventuellement etre insdr6s 
apres N 7 et/ou N g . 

Proced6 selon la revendication 6, caracterise en ce que, dans la formule (III), les restes R repr6sentent I'hydrogene 
dans les nucleotides N v N 4l N 8 , N 10 , et N 12 . 

Precede selon ia revendication 6 ou 7, caracterise en ce que, dans la formule (III), les restes R sont diff6rents de 
I'hydrogene dans tous les nucleotides a ('exception de N v N 4 , N e , N 10 , et N 12 . 

Proc6de selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que, dans la formule (I), les restes V, W 
et X sont des atomes d'oxygene et en ce que, dans les nucleotides a N 14 de la formule (I) ou (III), les restes B 
et R ont les significations suivantes: 







B = A et R = H ( 




N 2 : 


B = A et R = allyle, 
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N 3 : 


B = A et R = allyle, 




N 4 : 


B = G et R = H, 




N 5 : 


B=CetR = allyle, 




N 6 : 


B = G et R = allyle, 




N 7 : 


B = A et R = allyle, 
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N 8 : 


B = G et R = H, 




N 9 : 


B = U et R = allyle, 




N,o 


: B = A et R = H, 




N„ 


: B - G et R = H, 




N« 


: B = U et R = H, 


SO 


N, 3 


: B - C et R = allyle, 




N 14 


; B = U et R = allyle. 



10. Precede selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les restes V, W et X sont 
des atomes d'oxygene, avec ("exception selon laquelle la liaison entre N n et N 12 est un groupe phosphorothioate 
55 (X = O et W = S), et en ce que, dans les nucleotides N n a N 14 de la formule (I) ou (III), les restes B et R ont la 

signification donn6e dans la revendication 9. 



11. Proced6 selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les restes V, W et X sont 
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des atomes d'oxygene, et en ce quo, dans tes nucleotides N 1 k N 14 de la formule (I) ou (III), les restes B ont la 
signification donnee dans la revendication 9, et en ce que, pour N 1( N 4 , N 8l N 10( N n et N 12 , R = H; pour N 9 , R = 
3,3-dimethylallyle et, pour N 2 , N 3 , N 6 , N 6 , N 7 , N 13 et N 14 , R = allyle. 

s 12. Procede seion Tune des revendications 1 k 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les restes V W et X sont 
des atomes d'oxygene, et en ce que, dans les nucleotides N-, k N 14 de Ea formule (I) ou (III), les restes B ont la 
signification donn6e dans la revendication 9, et en ce que, pour N v N 4 , IM 8 , N 10 , N n et N 12 , R = H; pour N 3 , R = 
3,3-dim6thylallyle et, pour N 2 , N 5 , N e , N 7 ,N 9 , N 13 et N 14 , R = allyle. 

10 13. Procede selon Tune des revendications 1 k 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les restes V, W et X sont 
des atomes d'oxygene, et en ce que, dans les nucleotides N, a N 14 de la formule (I) ou (III), les restes B ont la 
signification donn6e dans la revendication 9, et en ce que, pour N t , N 4 , N 8 , N 10 , N n et N 12 , R = H; pour N 2 , N 3 , 
N 7 , N 9 et N 13 , R = cyanom6thyle et, pour N 5 , N 6 et N 14 , R = allyle. 

is 14. Procede selon I'une des revendications 1 k 8, caracterise en ce que, dans la formule (I), les restes V, W et X sont 
des atomes d'oxygene, et en ce que, dans les nucleotides k N 14 de la formule (I) ou (III), les restes B ont la 
signification donnee dans la revendication 9, et en ce que, pour N 1t N 4 , N 8 , N 10 , et N 12 , R = H; pour N 5 et N 6 , 
R = butyle et pour N 2 , N 3 , N 7 , N 9 , N 13 et N 14 , R = allyle; R 6tant 6ventuellement butyle pour un ou plusieurs des 
restes N qui se trouvent sous une forme k bases apparides dans la formule (HI). 

20 

15. Procede selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce que des 3'<Jesoxy ribonucleotides et/ou 
des 3'-0-alkylribonuclectides se trouvent aux extremes 3' fibres de la structure oligonucleotidique. 

16. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la structure oligonucleotidique contient 
25 en outre, pour la stabilisation de sa configuration dans I'espace, des nucleotides dont les bases de nucleoside 

sont modifiees par un agent de reticulation transversale. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que I'agent de reticulation transversale est le psoralene ou 
un derive de psoralene. 

30 

18. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la structure oligonucleotidique est Ii6e 
k un groupe prosthetique choisi parmi des polyaminoacides, des lipides, des hormones ou des peptides, pour 
ameliorer son introduction dans la cellule et/ou sa localisation cellulaire specifique. 

35 19. Procede de coupure d'une sequence d'acides nucleiques cible k i'aide d'une structure oligonucleotidique cataly- 
tique synthejique pr6par6e par le proc6d6 selon I'une des revendications 1 & 18. 

20. Procede selon la revendication 1 9, caract6ris6 en ce que la sequence d'acides nucleiques cible est une molecule 
differente de la structure oligonucleotidique catalytique synthettque. 

40 

21. Procede selon I'une des revendications 19 ou 20, caracterise en ce que Ton coupe une sequence d'acides nuclei- 
ques cible de formule generale (IV) k I'aide d'un oligonucleotide de formule generate (II), avec formation d'un 
intermediate ayant la structure suivante: 

45 
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5' (K).Y-U-Z 



'(Kl t 3' 



(IV) 



3' (N),N 0 N, 
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N, 
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I 



N 5 • 



N' 

I 

5' 



N u (N) y 5' 

N" 

I 

3' 



(ID 



dans laquelle 

tes symboles N, N', N", x, y et * ont la definition donnee dans la revendication 1 , 

et K, Y, U et Z representent des nucleotides de la sequence d'acides nucieiques cible, dans laquelle 

U est Turidine, 

Z est un ribonucleotide non modifie choisi dans le groupe constitue par ('adenosine, la cytidine et ('uridine, 
K et Y sont des nucleotides quelconques, 
a est £ 1 et b £ 3, 

et la coupure de la sequence decides nucieiques cible s'effectue du c6t6 3' de la sequence de nucleotides 
YUZ, et il existe eventuellement une liaison chimique entre I'extremite 5' de (a sequence d'acides nucieiques 
cible (IV) et I'extremite 3' de ('oligonucleotide (II) au niveau de (N^ ou entre I'extremite 3' de la sequence 
d'acides nucieiques cible (IV) et I'extr6mit6 5' de ('oligonucleotide (II) au niveau de (N)y. 

22. Precede selon la revendication 21, caracterise en ce que Y est la guanosine. 

23. Precede selon la revendication 21 ou 22, caracterise en ce que Z est I'adenosine ou la cytidine. 

24. Precede selon Tune des revendications 1 9 a 23, caracterise en ce que la sequence d'acides nucieiques cible est 
un acide ribonucieique. 

25. Precede selon Cune des revendications 19 a 24, caracterise en ce que Con effectue la coupure en presence d'un 
cation divalent, en particulier de Mg 2 *. 

26. Precede selon I'une des revendications 19 a 24, caract6ris6 en ce que Ton effectue la coupure a un pH d'environ 
7 a 9. 

27. Utilisation d'une structure oligonucieotidique prepares par un proc6d6 selon I'une des revendications 1 a 18 pour 
la coupure catatytique d'une sequence d'acides nucieiques cible. 

28. Precede de preparation d'un medicament caract6ris6 en ce que Ton utilise comme substance active une structure 
oligonucieotidique prepare par un precede selon I'une des revendications 1 a 18, et on la formule eventuellement 
avec des supports, des agents auxiliaires, des charges et/ou des diluants pharmaceutiques classiques. 

29. Precede de preparation d'un medicament pour une th6rapie antivirale chez I'homme, les animaux ou les vegetaux, 
caracterise en ce que Ton utilise comme substance active une structure oligonucieotidique pr6par6e par un proc6d6 
selon I'une des revendications 1 a 1 8. 
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30. Reactif de diagnostic, caracterise en ce qu'il contient comme constituant une structure oligonucleotidique prepare 
par un proc£d£ selon Tune des revendications 1 a 18. 

31. ProcedS de preparation d'un reactif de diagnostic pour une procedure d'analyse g6n6tique, caracterise en ce qu'i! 
contient comme constituant une structure oligonucleotidique preparee par un precede selon I'une des revendica- 
tions 1 a 18. 
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Abstract 



A synthetic catalytic oligonucleotide structure and nucleotides having the general structural formula (I) 

contains: (I) in which B represents a nucleoside base which is in particular selected from the group 
comprising adenin-9-yl (A), cytosin-1,yl (C), guanin-9-yl (G), uracil-1-yl (U), uracil-5-yl ( psi ), 
hypoxanthin-9-yl (I), thymin-1-yl (T) and 2-aminoadenin-9-yl, V in each nucleotide is independently an O 
or a CH2 group, X and W can in each nucleotide be the same or different and are independently of 
each other O, S, NH2, alkyl or alkoxy groups with 1 to iO, preferably with 1 to 4 carbon atoms, R is 
hydrogen or a straight-chained or branched alkyl, alkenyl or alkinyl group with 1 to 10 carbon atoms 
which is substituted, if desired, with halogen, cyano, isocyano, nitro, amino, carboxyl, hydroxyl or/and 
mercapto groups, and in which in at least one of the nucleotides the residue R in formula (I) is different 
from hydrogen and is suitable for the cleavage of a nucleic acid target sequence. 



